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La presente invenzione si riferisce a ceppi di 
batteri, composizione farmaceutica, contenente uno o 
piu di tali ceppi ed uso dei medesimi per* la 
prevenzione e la terapia delle malattie associate o 
provocate da un alterato metabolismo degli acidi 
biliari . 

La bile epatica e un fluido isotonico pigmentato con 
una composizione elettrolitica che assomiglia al 
plasma del sangue . La bile e costituita per la 
maggior parte da acqua (82%), acidi biliari (12%), 
lecitina ed altri fosfolipidi (4%), e colesterolo 
non esterificato (0,7%). Altri costituenti 
comprendono bilirubina coniugata, proteine, 
elettroliti, muco ed i prodotti della trasf ormazione 
epatica di farmaci, ormoni, ecc. 

La produzione di bile da parte del fegato, in 
condizioni basali, e circa 500-1000 ml/giorno. 
Gli acidi biliari primari, 1'acido colico (CA) e 
l'acido chenodesossicolico (CDCA) sono sintetizzati 
dal colesterolo nel fegato, coniugati con glicina o 
taurina, e secreti nella bile, Gli acidi biliari 
secondari, comprendenti l'acido desossicolico (DCA) 
e l'acido litocolico (LA), sono formati nel colon 
come metaboliti batterici degli acidi biliari 
primari. Altri acidi biliari, chiamati acidi biliari 
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terziari (ad esempio l'acido ursodesossicolico 
UDCA), sono formati nell 1 intestino a seguito 
dell 1 epimerizzazione enzimatica di gruppi -OH su 
anelli di sterolo da parte della flora intestinale . 
Nella bile normale, il rapporto dei coniugati di 
glicina rispetto ai coniugati di taurina e circa 
2:1, mentre in pazienti con colestasi si trovano 
spesso concentrazioni aumentate di acidi biliari 
solfati e glicuronati. La microflora intestinale 
trasforma gli acidi biliari in diversi metaboliti. 
Queste biotrasf ormazioni comprendono I'idrolisi del 
legame tra l'acido biliare e taurina o glicina, con 
produzione di acidi biliari non coniugati o liberi e 
taurina o glicina. Gli acidi biliari non coniugati 

* 

sono pertanto resi disponibili per 1 1 ossidazione dei 
gruppi idrossilici alle posizioni C3, C7, e C12 e 
per la deidrossilazione alle posizioni 7a e 71B. 
Quest ' ultima trasf ormazione porta alia formazione 
degli acidi biliari secondari DCA e LA. Gli acidi 
biliari primari, deconiugati ma non trasformati, e 
gli acidi biliari secondari sono riassorbiti dal 
lumen dell 1 intestino ed entrano nel flusso sanguigno 
portale, quindi sono captati dagli epatociti, 
coniugati con glicina o taurina e ri-secreti nella 
bile ( circolazione enteroepatica) . 
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Normalmente, la massa degli acidi biliari circola 



approssimativamente da 5 a 10 volte al giorno. 
L 1 assorbimento intestinale della massa ha una resa 
del 95% circa, cosicche la perdita fecale degli 



acidi biliari e nel range di 0,3 a 0,6 g/giorno 



La 



perdita fecale e compensata da una uguale sintesi 
giornaliera. 

Per questo motivo la composizione della massa degli 
acidi biliari presenti nella bile e il risultato di 
complicate interazioni che si verificano fra il^i 
fegato e gli enzimi della microflora. 

L'attivita di deconiugazione e una caratteristica 
condivisa da molti batteri, aerobi ed anaerobi, ma e 
particolarmente comune fra i batteri anaerobi 
obbligati, cioe Bacteroides , Eubacteria , Clostridia , 
Bifidobacteria , ecc. La maggioranza dei batteri e 
attiva contro i coniugati sia di glicina sia di 
taurina; tuttavia, alcuni di questi hanno un certo 
grado di specif icita, in funzione dell 1 amminoacido 
legato, e del numero di idrossidi legati al nucleo 
steroideo. Gli acidi biliari liberi ottenuti a 
seguito dell'azione di idrolasi batterica possono 
subire 1 1 ossidazione dei gruppi idrossilici presenti 
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L 1 interesse nei disordini metabolici degli acidi 
biliari deriva dall ! ipotesi che gli acidi biliari 
e/o i loro metaboliti sono implicati nella 
patogenesi di alcune malattie epato-biliari e 
gastro-enterologiche : dispepsia biliare, 

colelitiasi, epatopatie acute e croniche, malattie 
inf i animator ie del colon, etc.. 

In letteratura molto spesso 1 1 idrof obicita 
dell'acido biliare e correlata alia capacita 
detergente; gli acidi biliari secondari sono piu 
idrof obici dei primari, infatti il desossicolico 
(DCA) e piu detergente del colico (CA) . Pertanto un 
aumento del la concentrazione di DCA nella bile pud 
comportare : 

a) un aumento del la secrezione di colesterolo con 
conseguente aumento dell'indice di saturazione, 

b) un effetto citotossico sugli epatociti. 

Per questo una modifica qualitativa del pattern 
degli acidi biliari potrebbe essere determinante 
specialmente nel trattamento delle patologie prima 
menzionate . 

Non sono stati trovati ceppi di batteri che possano 
modificare qualitativamente il pattern degli acidi 
biliari . 

Cosi, rimane la necessity di trovare ceppi batterici 
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o composizioni efficaci che, riducendo sia 
1' attivita della 7a-deidrossilasi ed al contempo la 
deconiugazione, possano essere utilizzati per 
trattare e/o prevenire le malattie associate a 
disordini metabolici degli acidi biliari. 
Uno scopo della presente invenzione e quello di 
usare ceppi di batteri ^ caratterizzati dal 
presentare: (a) attivita 7a-deidrossilasi inferiore 
al 50%, e, (b) attivita di deconiugazione degli 
acidi biliari inferiore al 50%, e loro discendenti 
mutant i e derivati che conservano le attivita (a) e 
(b); composizione f armaceutica che usa uno o piu di 
tali ceppi ed uso dei medesimi per la prevenzione e 
la terapia delle malattie correlate o provocate da 
un alterato metabolismo degli acidi biliari. 
Questi ed altri scopi, che risulteranno piu chiari 
nella descrizione dettagliata che segue, sono stati 
conseguiti dagli inventor i che hanno trovato che 
esistono dei ceppi di batteri che hanno una ridotta 
o assente attivita della 7a-deidrossilasi ed una 
ridotta o assente capacita di deconiugare gli acidi 
biliari. Cio e in contrasto con la tecnica nota 
precedente. Pertanto, la presente invenzione prevede 
l'uso di tali ceppi per modificare il metabolismo 
degli acidi biliari in modo utile per prevenire o 
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curare le malattie causate o correlate ai disordini 
metabolici degli acidi biliari. 

La presente invenzione prevede altresi una 
composizione farmaceutica per curare e/o prevenire i 
disordini metabolici degli acidi biliari 
somministrando ad un paziente che ne ha bisogno uno 

0 piu ceppi di batteri che hanno una attivita della 
7a-deidrossilasi di meno del 50% ed una attivita di 
deconiugazione degli acidi biliari coniugati di meno 
del 50%. 

Nel contesto della presente invenzione, i disordini 
metabolici degli acidi biliari sono coinvolti nella 
patogenesi di malattie del fegato e dell 1 apparato 
digerente comprendenti la sindrome dell' ansa cieca, 

1 calcoli biliari, la cirrosi, epatopatie croniche, 
epatopatie acute, la fibrosi cistica, la colestasi 
intraepatica, le malattie inf i animator ie intestinali, 
le colonpatie, il malassorbimento . Le presenti 
composizioni f armaceutiche possono anche essere 
utilizzate per prevenire 1 1 insorgere di calcoli 
biliari nelle donne durante la gravidanza o nei 
periodi successivi, ed in soggetti che sono 
sottoposti a programmi di perdita di peso o diete. 

L 1 attivita della 7a-deidrossilasi del ceppo di 
batteri dovrebbe essere meno del 50%. I valori 
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dell 1 attivita della 7a-deidrossilasi sono quelli 
ricavati dall'Esempio 1 che segue. In particolare, 
le 10* 7 cellule del ceppo in questione sono incubate 
a 37°C per 48 ore, in 15 ml del terreno colturale 



specifico addizionato con 



mg/ml di acido 



glicocolico (GCA) o 2 mg/ml di acido taurocolico 
(TCA), e quindi viene misurata la quantita del 
prodotto 7a-deidrossilato . II valore percentuale per 
1 1 attivita della 7a-deidrossilasi viene calcolato 
dalla seguente formula: 

fflassa di prodotto 7a-deidrossilato 



Attivita della 7a- = dopo 48 ore di incubazione 



X 100 
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i, 

u 



deidrossilasi 



inassa di GCA o TCA all 1 inizio 



dell ' incubazione 

In base a quanto precedentemente esposto, il ceppo 
dei batteri da somministrare dovrebbe inoltre, 
anche, avere un 1 attivita di deconiugazione degli 
acidi biliari coniugati di meno del 50%. La capacita 
di deconiugare 1' acido biliare e determinata usando 
la stessa procedura di incubazione descritta per 
misurare l 1 attivita della 7a-deidrossilasi , seguita 
dalla misurazione della quantita di prodotto 
deconiugato formato. L 1 attivita di deconiugazione 
viene calcolata usando la formula seguente: 



siassa di GCA o TCA deconiugata dopo 
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Attivita di deconiugazione = 48 ore di incubazione X 100 

jaassa di 6CA o TCA all ' inizio 
dell 'incubazione 

I ceppi di batter i del la presente invenzione possono 
essere somministrati per via enterica. 

Pref eribilmente, i ceppi di batteri della presente 
invenzione sono somministrati per via orale. 
Sebbene possa essere somministrato un singolo ceppo 
di batteri, e anche possibile somministrare una 
miscela di due o piu batteri secondo la presente 
invenz ione . 

Sebbene il dosaggio esatto di batteri da 
somministrare vari con la condizione e la taglia del 
paziente, la malattia esatta da trattare, e 
1 1 identita dei ceppi da somministrare, sono stati 
ottenuti buoni risultati somministrando da 10 3 a 
10 X3 cellule per grammo di preparato, 
pref er ibilmente da 10 e a 10 12 per grammo del ceppo 
di batteri- Per raggiungere i buoni effetti della 
presente invenzione, si preferisce che il ceppo sia 
somministrato in una quant ita ed una concentrazione 
sufficiente per far si che esso possa essere 
presente in quantita signif icativa nell ' intestino 
del paziente. Cosi, si preferisce che il ceppo sia 
somministrato in una composizione che contiene da 
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10 3 a 10 X3 cellule per grammo, pref eribilmente da 
10 s a 10 12 cellule per grammo e che la composizione 
sia soraministrata secondo un tale regime per cui il 
paziente riceva da 100 mg a 100 grammi al giorno, 
pref eribilmente da 1 grammo a 20 grammi al giorno, 
per un periodo da 1 a 365 giorni, pref eribilmente da 
3 a 60 giorni in caso di terapia o a cicli periodici 
in caso di profilassi. II ceppo di batteri pud 
essere somministrato in qualsiasi forma idonea per 
la somministrazione per via enterica, ad esempio 
capsule, compresse, o liquidi per somministrazione 
orale o liquidi per iniezione enterica* 
Tipicamente, la somministrazione del ceppo di 
batteri secondo la presente invenzione potra essere 
prescritta qualora vengano diagnosticati disordini 
metabolici degli acidi biliari. Tuttavia, nel caso 
della profilassi dei calcoli biliari, il ceppo pud 
essere somministrato quando si e determinate che il 
soggetto appartiene ad un gruppo di popolazione a 
rischio, ad esempio in caso di gravidanza o con 
I'inizio di un programma di perdita di peso o dieta. 
Inoltre, il presente ceppo di batteri puo essere 
somministrato dopo che un paziente ha tolto la 
cistif ellea . 

In una forma di realizzazione preferita, si prevede 
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la somministrazione contemporanea di lattulosio 
quando la malattia da trattare e la cirrosi. 
Convenientemente, il lattulosio viene somministrato 
in una quantita da 100 mg a 100 g, pref eribilmente 
da 1 grammo a 20 grammi al giorno. 

In un'altra forma di realizzazione preferita, si 
prevede la somministrazione contemporanea di 
preparati a base di acidi biliari quali I'acido 
ursodesossicolico o 1 1 acido tauroursodesossicolico . 
Convenientemente, I'acido ursodesossicolico o 

1 1 acido tauroursodesossicolico vengono somministrati 
in una quantita da 10 a 3000 mg/giorno, 
pref eribilmente da 50 a 800 mg/giorno. 
La presente invenzione fornisce infine nuove 
composizioni f armaceutiche per curare e/o prevenire 
i disordini metabolici degli acidi biliari, che 
comprendono (a) un ceppo o piu ceppi di batter i 
aventi una attivita della 7a-deidrossilasi di meno 
del 50% ed una attivita di deconiugazione degli 
acidi biliari di meno del 50%. e (b) un eccipiente 
f armaceut i cament e accettabile. Pref eribilmente, le 
present i composizioni f armaceutiche contengono il 
ceppo di batteri in una concentrazione da 10 3 a 10 X3 
cellule per grammo, pref eribilmente da 10 a a 10 12 
cellule per grammo, L ! eccipiente f armaceuticamente 
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accettabile pud essere uno qualsiasi purche sia 
idoneo per la somministrazione per via enterica e 
sia compatibile con il ceppo di batteri, quale ad 
esempio destrosio, calcio carbonato assieme a 
diverse sostanze addizionali quali amido, gelatina, 



vitamina, 



sostanze antiossidanti , 



coloranti 



sostanze correttrici del gusto. 
Come componente opzionale le 
dell ' invenzione possono eventualmente contenere un -\ 



compos lzioni /^:, . 




farmaco compatibile con i batter i impiegati e ctie 
pud potenziare l'attivita dei principi 
presenti. Si possono qui menzionare i farmaci 



attivi\; i 



anticolinergici , 
sedativi , 



antistaminici , 
antiinf iammatori , 



adrenergici , 



antipiretici , 




antisettici, analgesici, antireuraatici, diuretici, 
epatoprotettor i , antilipemici , ecc. . 

Quando si cura la cirrosi, si prefer isce che la 



compos 1 z x one 



lattulosio - 



f armaceutica 



Convenientemente , 



comprenda 



anche 



la 



composiz lone 



conterra da 100 mg a 100 g, prefer ibilmente da 1 
grammo a 20 grammi al giorno di lattulosio. Quando 
si cura la cirrosi biliare o l'epatite cronica, si 



pref erisce 



che la 



compos i z ione 



f armaceutica 



comprenda preparati a base di acidi biliari quali 



1 1 acido 



ursodesossicolico 



1 1 acido 
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tauroursodesossicolico . Convenientemente , la 

composizione conterra da 10 a 3000 mg/giorno di tali 
preparati di acidi biliari, pref eribilmente da 50 a 
800 mg al giorno di acido ursodesossicolico o di 
acido tauroursodesossicolico . 

Altre caratteristiche dell 1 invenzione risulteranno 
chiare nel corso delle descrizioni che seguono di 
forme di realizzazione esemplif icative che vengono 
date per illustrare 1' invenzione e che non intendono 
limitarla . 

ESEMP1 

Esempio 1 

Sono stati provati ceppi delle seguenti specie: 
Streptococcus thermophi lus , Streptococcus faecium , 
Lactobacillus acidophilus , Lactobacillus bulqaricus , 
Lactobaci llus casei , Lactobac i 1 lus pi antarum , 
Bifidobacterium inf antis . Ogni ceppo (10 v CFU) e 
stato coltivato in duplicato in brodi nutritivi 
specifici (15 ml). 

Eleaco dei terreai culturali impieqati in funzione delle diverse specie : 
Bifidobacterium infantis : MRS + 0,5% glucosio (aggiunto dopo sterilizzazione 

diluendo una soluzione al 20% sterile) 
Streptococcus thermophilus : M17 
Tutti i ceppi riaanenti : MRS 
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Composizione MRS brodo : 
g/litro 




peptone universale 



estratto di caroe 



estratto di lievito 



D(+)-glucosio 

potassio fosfato bibasico 



Tweea 80 



aramonio citrato bibasico 



sodio acetato 



magnesio solfato 
sianganese solfato 



10,0 
5,0 
5,0 

20,0 
2,0 

1,0 
2,0 
5,0 

0,1 
0,05 



g 
g 
g 
g 
g 



g 
g 
g 



Preparazione: 



disciogliere 50 g/1 in acqua distillata, sterilizzare a 
121°C per 15 min. - pH 6,5 4 - 0,1 a 25°C 



Composizione Ml 7 brodo (Merck) : 
g/litro 




peptone da farina di soia 
peptone da carne 
peptone da caseina 



estratto di lievito 



estratto di came 



D(+)-lattosio 



acido ascorbico 



sodio-8-glicerofosfato 
magnesio fosfato 



5,0 g 

2,5 g 

2,5 g 

2,5 g 

5,0 g 

5,0 g 

0,5 g 

19,0 g 

0,25 g 



Preparazione: 



disciogliere 42,5 g/1 in acqua distillata, sterilizzare 



a 121°C per 15 ain. - pH 7,2 + - 0,1 a 25°C 
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II Bifidobacterium infant is e stato coltivato in 
condizioni anaerobiche perche e noto che e un 
batter io anaerobic Dopo un periodo di incubazione 
di 24 ore a 37°C, a ciascun tubo e stata aggiunta 
una quantita di sale biliare equivalente a 30 mg, 
per ottenere una concentrazione finale di 2 mg/ml. 
Gli acidi biliari impiegati sono: acido glicocolico 
(GCA) e acido taurocolico (TCA), ottenuti da Sigma 
Chemicals, Ciascun acido biliare e stato aggiunto 
separatamente ad ogni serie di colture batter iche. 
Dopo 48 ore di incubazione sono stati aggiunti 3 ml 
di isopropanolo per 2 minuti. Quindi si e 
centrifugato a 400 giri per 15 minuti ed il 
supernatante e stato raccolto (5 ml). II 

supernatante e stato mantenuto raffreddato a -30°C 
finche non e stato analizzato. E 1 stata determinata 
mediante HPLC ( cromatograf ia liquida ad elevata 
prestazione) la percentuale di sale biliare 
coniugato presente, utilizzando un apparecchio 
Gilson dotato di un rilevatore Diode Array mod 1000 
e una colonna a fase inversa Spherisorb 5 ]im ODS 2 
C18, una fase mobile composta da metanolo/tampone 
fosfato (20 mM pH 2,5 in acqua) /acqua/aceto nitrile 
(150:60:20:20), un flusso di 0,85 ml/min., ad una 
lunghezza d'onda di 205 nm; 100 \il di campione da 
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analizzare essiccati sotto azoto sono stati ripresi 
con 100 \il di fase mobile contenente 7a-OH-12a-OH- 
dihydroxy-58-cholanic acid (Calbiochem U.S.A.) alia 
concent razione di 2 mg/ml, usato come standard 
interne . 

La percentuale del recupero dell f acido biliare 
incubato con le colture batteriche e stata calcolata 
facendo il rapporto tra area dell'acido biliare da 
ricercare (GCA o TCA) e quella dello standard 



interno 



Quando la quantita dell ! acido biliare 



coniugato trovato nelle colture batteriche dopo 48 
ore di incubazione era meno del 50%, e stata 
eseguita la cromatograf ia su strato sottile (TLC) su 
piastre di gel di silice 60 per rilevare la presenza 
di CA e DCA, usando una fase mobile di 
cicloesano/isopropanolo/acido acetico (30:10:1 per 
volume). Su ogni piastra, sono stati messi a macchia 
20 pi dell 1 estratto alcolico del campione, 20 ul di 
una soluzione di CA e DCA, e 20 yil di CA, 20 pi di 



DCA 



Le piastre dopo sviluppo a temperatura 



arnbiente, sono state trattate con acido solforico e 
riscaldate a 145 °C fino a quando non sono apparse 
macchie colorate. 

I risultati degli esperimenti di deconiugazione 
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(Tabella I) mostrano che 5 su 17 ceppi provati con 
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GCA sono in grado di deconiugare completamente 
l'acido biliare aggiunto alia coltura, come 
precedentemente riportato in letteratura ed 
ampiamente noto a tutti i ricercatori. 
Sorprendentemente, dieci ceppi sono stati in grado 
di deconiugare GCA ma non completamente, in una 
gamma dal 9 al 90% (Tabella I). Non c'e stata 
differenza fra i batteri aerobi ed anaerobi. Due 
ceppi, Streptococcus thermophilus YS 52 e 

Bifidobacterium infantis Bi 6 non hanno alcuna 
attivita deconiugante per GCA. II ceppo YS 52 
inoltre non attacca il legame acido biliare 
taurina . 

Solo uno su 17 ceppi provati e stato in grado di 
deconiugare completamente il TCA: il Bifidobacterium 
infantis Bi 6 . 

I risultati degli esperimenti di deidrossilazione 
(Tabella II) mostrano che su 17 ceppi solo uno (Bi 
4) e in grado di deidrossilare completamente il GCA. 
Non deidrossilano affatto 6 ceppi: YS 52; SF 2; SF 
4; LA 3; LA 10; Bi 6. Gli altri ceppi in varia 
percentuale che va dal 9% al 90% deidrossilano il 
GCA. Per il TCA, i ceppi che non lo deidrossilano 
sono 8: YS 52; SF 3; LA 3; LA 10; LB 1; LB 7; LB 77; 
LS 1;. Un ceppo - Bi 6 - deidrossila il TCA al 100%; 
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i rimanenti ceppi deidrossilano il TCA in 
percentuale variabile - 
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TABELLA I 

Percentuale di deconiugazione di GCA e TCA mediante 



colture batteriche 


dopo 48 ore di 


incubaz ione 




CEPPO 


No. DI ACCESSO 


GCA% 


TCAI 


Streptococcus thermophilus YS 46 


1-1668 


9 


9 


Streptococcus thermophilus YS 48 


1-1669 


17 


11 

• * 


Streptococcus thermophilus YS 52 


1-1670 


0 


0 


Streptococcus faeciun SF 2 




100 


3 


Streptococcus faeciun SF 3 


1-1671 


27 


0 


Streptococcus faeciun SF 4 




100 


12 


Lactobacillus acidophilus LA 3 




100 


80 


Lactobacillus acidophilus LA 10 




100 


95 


Lactobacillus bulqaricus LB 1 


1-1664 


9 


0 


Lactobacillus bulqaricus LB 3 


1-1665 


20 


12 


Lactobacillus bulqaricus LB 7 


1-1666 


14 


0 


Lactobacillus bulqaricus LB 77 


1-1667 


20 


0 


Lactobacillus casei LS 1 


ATCC 25180 


21 


0 


Bifidobacterium infantis Bi 2 




80 


15 


Bifidobacterium infantis Bi 3 




90 


10 


Bifidobacteriun infantis Bi 4 




100 


26 


Bifidobacterium infantis Bi 6 




0 


100 
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Percentuale di 
mediante colture batteriche 
incubazione. 



TABELLA II 
deidrossilazione di GCA e TCA 

dopo 48 ore di 



CEPPO 


No. DI ACCESSO 


GCA% 


TCA% 


Streptococcus thermophilus YS 46 


1-1668 


9 


9 


Streptococcus thermophilus YS 48 


1-1669 


17 


11 


Streptococcus thermophilus YS 52 


1-1670 


0 


0 


Streptococcus faeciuo SF 2 




0 


3 -1 


Streptococcus faecium SF 3 


1-1671 


27 


.-• ] 

0 /. \* : j 


Streptococcus faeciuo SF 4 




0 


# :- -/% 
. - - - ft' 

i2. , ;„ 

i. , 


Lactobacillus acidophilus LA 3 




0 


'* * • > ■ 


Lactobacillus acidophilus LA 10 




0 


0 


Lactobacillus bulqaricus LB 1 


1-1664 


9 


- i 

0 


Lactobacillus bulqaricus LB 3 


1-1665 


20 


12 


Lactobacillus bulqaricus LB 7 


1-1666 


14 


0 


Lactobacillus bulqaricus LB 77 


1-1667 


20 


0 


Lactobacillus casei LS 1 


ATCC 25180 


21 


0 


Bifidobacterium infantis Bi 2 




80 


15 


Bifidobacterium infantis Bi 3 




90 


10 


Bifidobacterium infantis Bi 4 




100 


26 


Bifidobacterium infantis Bi 6 




0 


100 


I seguenti ceppi 


sono stati 


depositati presso il 


CNCM - Collection 


Nationale 


de Cultures 


de 




Microorganismes 



Institut Pasteur ai numeri di 
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accesso sotto 


riportati : 










Streptococcus 


thermophi lus 


YS 


46: 


i- 


1668 


Streptococcus 


thermophi lus 


YS 


48: 


i- 


1669 


Streptococcus 


thermophi lus 


YS 


52: 


i- 


1670 


Streptococcus 


faecium SF 3: 






i- 


1671 


Lactobaci 1 lus 


bulgaricus LB 


1: 




i- 


1664 


Lactobacillus 


bulgaricus LB 


3: 




i- 


1665 


Lactobac i 1 lus 


bulgaricus LB 


7: 




i- 


1666 


Lactobacillus 


bulgaricus LB 


77 


• 


i- 


1667 



II seguente ceppo e gia depositato presso l f ATCC USA 
- American Type Culture Collection USA al numero di 
accesso sotto riportato: 

Lactobacillus casei LS 1: ATCC 25180 

I seguenti ceppi sono invece custoditi presso il 
Centro Ricerche Sitia-Yomo S.p.A., contraddistinti 
dalle sigle sotto riportate: 
Streptococcus faecium SF 2: SF 2 

Streptococcus faecium SF 4: SF 4 

Lactobacillus acidophilus LA 3 : LA 3 
Lactobacillus acidophilus LA 10: LA 10 
Bifidobacterium infantis Bi 2 : Bi 2 

Bifidobacterium infantis Bi 3: Bi 3 

Bifidobacterium infantis Bi 4: Bi 4 

Bifidobacterium infantis Bi 6: Bi 6 

Questi risultati dimostrano che la maggioranza dei 
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ceppi da noi provati ha una bassa capacita di 
deconiugare gli acidi biliari e che vi sono ceppi 
che non deconiugano affatto. Questa osservazione e 
sorprendente in considerazione che si sapeva che i 
batteri costituenti la flora intestinale 
deconiugavano i sali biliari. Inoltre, e evidente 
che gli enzimi dei ceppi sono selettivi per lo 
specifico acido biliare legato sulla catena 
laterale. In questo studio, 1'esempio piu chiaro 
viene offerto dal Bifidobacterium infantis Bi 6 . 
Questo ceppo e in grado di non deconiugare 1 1 acido 
biliare glicina-coniugato ma e in grado di 
deconiugare totalmente l 1 acido biliare taurina- 
coniugato. Alcuni altri ceppi (LS 1, LB 1, LB 7, LB 
77, SF 3) non sono in grado di deconiugare TCA ma 
sono in grado di deconiugare GCA in una certa 
misura . 

In conclusione, sono stati scoperti dei ceppi che 
hanno una scarsa od assente capacita di deconiugare 
e di deidrossilare . 
Esempio 2 

Tre volontari sani sono stati testati per il loro 
contenuto di acidi biliari seguendo un trattamento 
con una preparazione di batteri lattici contenente 
lxlO xx cellule di Streptococcus thermophilus YS 52 
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per grammo per un totale giornaliero di 6 g per 28 
giorni . Prima di iniziare il trattamento e dopo 12 
ore di inanizione, i soggetti sono stati intubati e 
la bile della cistifellea, a seguito di stimolazione 
con ceruletide, e stata raccolta e congelata a 
-80°C. E 1 stata accertata la contrazione della 
cistifellea mediante ecografia e la posizione del 
tubo, nella seconda parte del duodeno e stata 
controllata con Rx ( f luoroscopia) . 

Dopo un trattamento di 4 settimane, i soggetti hanno 
subito una seconda intubazione e raccolta di bile, I 
campioni di bile sono stati poi testati per il loro 
contenuto di alcuni acidi biliari 7 come 
precedentemente descritto. 1 risultati sono indicati 
in Tabella III . 
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Acido biliare 



Tabella III 
Paziente jf 1 Paziente f 2 



Paziente f 3 





Prima 


Dopo 


Prima 


DopO 


Prima 


Dopo 


Glichenodesossicolico 


32 


15 


22 


15 


28 


12 


Glicodesossicol ico 


6 


5 


9 


2 


4 


3 


Glicoursodesossicolico 


1 


5 


1 


7 


1 


4 


Taurocolico 


9 


26 


15 


25 


12 


21 


Taurodesossicolico 


1 


3 


5 


8 


3 


9 


NOTA: (gli acidi biliari 


sono 


elencati 


in ordine di 


idrof ilicita, 


ovvero 


in 


ordine 


inversamente 


propor z ionale 


alia 


detergenza) 










Taurocolico 

Taurodesossicolico 

Glicoursodesossicolico 

Glicodesossicolico 

Glichenodesossicolico 

Questo esperimento conferma quanto visto 
nell r esempio n. 1, ovvero una minore deconiugazione 
in uno degli acidi biliari primari se vengono 
somministrati i batteri oggetto della presente 
invenzione. II risultato che si ottiene e un 
mantenimento piu lungo degli acidi biliari primari 
nel circolo entero-epatico. 



■MA MCA OA HOM O 



m 
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Le proprieta degli acidi biliari sono ripresi nella 
nota in Tabella III. CosI, secondo questi risultati, 
la somministrazione di ceppi scelti di batteri pud 
ridurre il potere di detergere e quindi 1 1 attivita 
citolitica degli acidi biliari. 
Esempio 3 

Quattordici pazienti con epatite cronica sono stati 
trattati con una preparazione batter ica contenente 
Streptococcus thermophilus YS 46, YS 48 (due ceppi), 
Lactobacillus bulqaricus LB 1, LB 7, LB 77 (tre 
ceppi) e Lactobacillus casei LS 1. Ogni ceppo era 
stato portato alia concentrazione di 150xl0 9 cellule 
per grammo prima di essere miscelato con gli . altri. 
E 1 stata somministrata una miscela dei ceppi 
batterici sopra citati pari a 6 grammi per giorno, 
per 28 giorni . Sono stati misurati gli enzimi 
epatici prima e dopo il trattamento, ed i risultati 
sono rappresentati in Tabella IV. 
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Tabella IV 

Influenza del trattamento con miscela batterica su 
enzimi epatici aspartico transaminasi (AST; SCOT) e 
alanina transaminasi (ALT; SGPT) 



Paziente AST(SGOT) ALT (SGPT) 







prima 


dopo 


prima 


dopo 


# 


1 


92 


59 


102 


46 


# 


2 


89 


67 


96 


42 


# 


3 


174 


86 


97 


39 


# 


4 


121 


91 


102 


66 


# 


5 


116 


81 


111 


55 


# 


6 


156 


87 


94 


76 


# 


7 


163 


66 


69 


37 


# 


8 


78 


64 




57 


# 


9 


109 


39 


87 


86 


# 


10 


166 


70 


102 


48 


# 


11 


56 


24 


118 


62 


# 


12 


131 


83 


96 


79 


# 


13 


137 


86 


94 


74 


# 


14 


84 


87 


144 


114 


Media 




119 


71 


102 


63 


Deviazione 


standard 36 


19 


17 


21 



Test di Student 



per dati accoppiati p<0 / 001 p<0,001 
Ovviamente, sono possibili numerose modifiche e 
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variant! della presente invenzione alia luce degli 
insegnamenti di cui sopra. Va pertanto compreso che, 
entro l'ambito delle allegate rivendicazioni , 
1 'invenzione pud essere messa in pratica in modo 
diverse da come qui speci f i catamente descritto. 
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RIVENDICAZIONI 

1) Ceppo di batteri caratteri zzato dal fatto di 
present are : 

(a) attivita della 7a-de"i drossi 1 asi inferiore al 
50%; e 

(b) attivita di deconi ugazi one degli acidi biliari 
inferiore al 50%, 

e loro di scendenti , mutanti e derivati che 
conservano le attivita (a) e (b) . 

2) Ceppo di batteri secondo la ri vendi cazi one 1, 




caratteri zzato 



dal 



fatto 



che 



scelto tra 



Streptococcus thermophi 1 us . St reptococcus f aeci um , 

Lactobaci llus bulgaricus e Lactobacillus casei . 

3) Ceppo secondo la r i vendi caz i one 2, caratter i zzato 



dal 



fatto 



che 



i 1 ceppo di St reptococcus 



thermophi 1 us YS 52 depositato presso il CNCM 
Collection Nationale de Cultures de Mi croor gan i smes 
- Institut Pasteur al numero di accesso 1-1670. 
4) Ceppo secondo la r i vendi caz i one 2, caratter i z zato 



dal fatto che e 



i 1 



ceppo 



di 



Streptococcus 



thermophi 1 us YS 46 depositato presso il CNCM - 
Collection Nationale de Cultures de Mi croorgani smes 
- Institut Pasteur al numero di accesso 1-1668. 
5) Ceppo secondo la ri vendi cazi one 2, caratter i zzato 



dal 



fatto 



che 



i 1 ceppo di St reptococcus 
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thermophilus YS 48 depositato presso il CNCM 
Collection Nationale de Cultures de Mi croorgan i smes 
- Institut Pasteur al numero di accesso 1-1669. 

6) Ceppo secondo la r i vendi cazi one 2, caratter i zzato 
dal fatto che e il ceppo di Streptococcus faecium SF 
3 depositato presso il CNCM - Collection Nationale 
de Cultures de Mi croorgani smes - Institut Pasteur al 
numero di accesso 1-1671. 

7) Ceppo secondo la ri vendi cazi one 2, caratteri zzato 
dal fatto che e il ceppo di Lactobaci llus bulgaricus 
LB 1 depositato presso il CNCM - Collection 
Nationale de Cultures de Mi croorgan i smes - Institut 
Pasteur al numero di accesso 1-1664. 

8) Ceppo secondo la ri vendi cazi one 2, caratter i zzato 
dal fatto che e i 1 ceppo di Lactobaci llus bul gar i cus 
LB 3 depositato presso il CNCM - Collection 
Nationale de Cultures de Mi croorgan i smes - Institut 
Pasteur al numero di accesso 1-1665. 

9) Ceppo secondo la ri vendi cazi one 2, caratter i zzato 
dal fatto che e il ceppo di Lactobaci llus bulgaricus 
LB 7 depositato presso il CNCM - Collection 
Nationale de Cultures de Mi croorgan i smes - Institut 
Pasteur al numero di accesso 1-1666. 

10) Ceppo secondo la ri vendi caz i one 2 S 
caratter i zzato dal fatto che e il ceppo di 
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Lactobacillus bulgaricus LB 77 clepositato presso il 
CNCM - Collection Nationale de Cultures de 
Mi c roorgan i smes - Institut Pasteur al numero di 
accesso 1-1667. 

11) Ceppo secondo la r i vendi cazi one 2 3 
caratter i zzato dal fatto che e il ceppo di 
Lactobacillus casei LS 1 depositato presso I'ATCC 
USA - American Type Culture Collection USA al numero 
di accesso ATCC 25180. 

12) Composizione farmaceutica sommi ni strabi le per 
via enterale per la prevenzione e terapia delle 
malattie provocate o associate all'alterato 
metabol i smo degli acidi biliari, caratter i zzata dal 
fatto che comprende una quantita efficace ad indurre 
un effetto normal i zzante su tale alterato 
metabol i smo in un paziente che ne e affetto, di 

(1) almeno un ceppo di batteri dotato di : 

(a) attivita della 7a-dei drossi 1 asi inferiore al 
50% ; e 

(b) attivita di decon i ugaz i one degli acidi biliari 
inferiore al 50%, 

e loro discendenti, mutanti e derivati che 
conservano le attivita (a) e (b) 

(2) un eccipiente f armaceut i camente accettabile. 

13) Composizione secondo la ri vendi cazi one 12, 
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caratteri zzata dal fatto che detto almeno un ceppo 
di batteri e scelto tra Streptococcus thermophi 1 us T 
Streptococcus f aeci urn a Lactobaci 1 lus bulgaricus e 
Lactobaci 1 1 us casei . 

14) Composizione secondo la ri vendi cazi one 13, 
caratteri zzata dal fatto che il ceppo di batteri e 
Streptococcus thermophi lus YS 52 depositato presso 
il CNCM - Collection Nationale de Cultures de 
Mi croorgani smes - Institut Pasteur al numero di 
accesso 1-1670. 

15) Composizione secondo la ri vendi cazi one 13, 
caratteri zzata dal fatto che il ceppo di batteri e 
Streptococcus thermophi lus YS 46 depositato presso 
il CNCM - Collection Nationale de Cultures de 
Mi croorgani smes - Institut Pasteur al numero di 
accesso 1-1668. 

16) Composizione secondo la ri vendi cazi one 13, 
caratteri zzata dal fatto che il ceppo di batteri e 
Streptococcus thermophi lus YS 48 depositato presso 
il CNCM - Collection Nationale de Cultures de 
Mi croorgani smes - Institut Pasteur al numero di 
accesso 1-1669. 

17) Composizione secondo la r i vend i caz i one 13, 
caratteri zzata dal fatto che il ceppo di batteri e 
Streptococcus f aeci urn SF 3 depositato presso il CNCM 
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Col 1 ect i on 



Nat i onal e 



de 



Cul tures 



de 



Mi croorgani smes 



Institut Pasteur al numero di 



accesso 1-1671 . 



18) Composi z i one secondo la r i vendi cazi one 



13, 



caratteri zzata dal fatto che il ceppo di batteri e 
Lactobacillus bulgaricus LB 1 depositato presso il 



CNCM 



Col 1 ect i on 



Nat i onal e 



de Cultures de 



Mi croorgani smes - Institut Pasteur al numero di 
accesso 1-1664. 



19) 



Composizione secondo la ri vendi cazi one 13, 



caratteri zzata dal fatto che il ceppo di batteri e 
Lactobacillus bulgaricus LB 3 depositato presso il 



CNCM 



Col 1 ect i on 



Nat i onal e 



de 



Cul tures 



de 



Microorgani smes 



accesso 1-1 665 . 



Institut Pasteur al numero di > 



20) Composizione secondo la ri vendi caz i one 



13, 



caratteri zzata dal fatto che il ceppo di batteri e 




Lactobacillus bulgaricus LB 7 depositato presso il 



CNCM 



Col 1 ect ion 



Nat i onal e 



de Cultures de 



Mi croorgani smes - Institut Pasteur al numero di 
accesso 1-1666. 

21) Composizione secondo la ri vendi cazi one 13, 

caratteri zzata dal fatto che il ceppo di batteri e 

Lactobacillus bulgaricus LB 77 depositato presso il 



CNCM 



Col 1 ect i on 



Nat i onal e 



de 



Cultures 



de 
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Microorganismes - Institut Pasteur al numero di 
accesso 1-1 667 . 

22} Composizione secondo la ri vendi cazi one 13, 
caratteri zzata dal fatto che il ceppo di batteri e 
Lactobacillus casei LS 1 depositato presso l f ATCC 
USA - American Type Culture Collection USA al numero 
di accesso ATCC 25180. 

23) Composizione secondo una qualsiasi delle 
ri vendi cazi oni 12-22, caratteri zzata dal fatto che 
comprende da 10 3 a 10 13 cellule del ceppo di batteri 
per grammo di composizione. 

24) Composizione secondo una qualsiasi delle 
ri vendi cazi oni 12-23, caratteri zzata dal fatto che 
comprende ul teri ormente lattulosio. 

25) Composizione secondo una qualsiasi delle 
ri vendi cazi oni 12-23, caratteri zzata dal fatto che 
comprende ul teri ormente preparati a base di acidi 
biliari quali acido ursodesossi col i co e acido 
tauroursodesossicol ico. 

26) Uso di almeno un ceppo di batteri caratteri zzato 
dal fatto che presenta: 

(a) attivita della 7a-dei drossi 1 asi inferiore al 
50%; e 

(b) attivita di deconi ugazi one degli acidi biliari 
inferiore al 50%, 
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e 



loro 



di scendent i , 



mutant i 



e 



der i vat i 



che 



conservano 1e attivita (a) e (b), per preparare una 
composizione farmaceutica atta alia prevenzione ed 
alia terapi a delle malattie provocate o associate 
all'alterato metabol i smo degli acidi biliari. 

27) Uso secondo la r i vendi cazi one 26, caratteri zzato 
dal fatto che il ceppo di batteri e scelto tra 
Streptococcus thermophi 1 us . Streptococcus faecium , 
Lactobacillus bulgaricus e Lactobaci 1 1 us casei . 

28) Uso secondo la ri vendi cazi one 27, caratteri zzato 
dal fatto che il ceppo di batteri e il ceppo 
Streptococcus thermophi 1 us YS 52 depositato presso 
il CNCM - Collection Nationale de Cultures de 
Mi croorgani smes - Institut Pasteur al numero di 
accesso 1-1670. 

29) Uso secondo la ri vendi cazi one 27, caratteri zzato 
dal fatto che il ceppo di batteri e il ceppo 
Streptococcus thermophi! us YS 46 depositato presso 
il CNCM - Collection Nationale de Cultures de 
Mi croorgani smes - Institut Pasteur al numero di 
accesso 1-1668. 

30) Uso secondo la ri vendi cazi one 27, caratteri zzato 
dal fatto che il ceppo di batteri e il ceppo 
Streptococcus thermophi! us YS 48 depositato presso 
il CNCM - Collection Nationale de Cultures de 
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Microorgani smes - Institut Pasteur al numero di 
accesso 1-1 669 . 

31) Uso seconclo la ri vendi cazi one 27, caratteri zzato 
dal fatto che il ceppo di batteri e il ceppo 
Streptococcus f aeci um SF 3 depositato presso il CNCM 

Collection Nationale de Cultures de 
Mi croorgani smes - Institut Pasteur al numero di 
accesso 1-1 671 . 

32) Uso secondo la ri vendi cazi one 27, caratteri zzato 
dal fatto che i 1 ceppo di batteri e i 1 ceppo 
Lactobacillus bulgaricus LB 1 depositato presso il 
CNCM - Collection Nationale de Cultures de 
Microorgani smes - Institut Pasteur al numero di 
accesso 1-1664. 

33) Uso secondo la ri vendi cazi one 27, caratteri zzato 
dal fatto che i 1 ceppo di batteri e i 1 ceppo 
Lactobacillus bulgaricus LB 3 depositato presso il 
CNCM - Collection Nationale de Cultures de 
Mi croorgani smes - Institut Pasteur al numero di 
accesso 1-1665. 

34) Uso secondo la ri vendi cazi one 27, caratteri zzato 
dal fatto che il ceppo di batteri e il ceppo 
Lactobacillus bulgaricus LB 7 depositato presso il 
CNCM - Collection Nationale de Cultures de 
Mi croorgan i smes - Institut Pasteur al numero di 
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accesso 1-1 666 . 

35) Uso secondo la ri vendi cazi one 27, caratteri zzato 



dal fatto che i 1 ceppo di batteri 



i 1 ceppo 



Lactobacillus bulgaricus LB 77 depositato presso i 1 



CNCM 



Col 1 ect i on 



Nat i onal e 



de 



Cultures 



de 



Mi croorgani smes 



Institut Pasteur al numero di 



accesso 1-1667. 

36) Uso secondo la ri vendi cazi one 27, caratteri zzato 



dal fatto che i 1 ceppo di batteri 



i 1 ceppo 



Lactobacillus casei LS 1 depositato presso l'ATCC 
USA - American Type Culture Collection USA al numero 
di accesso ATCC 25180. 

p.i. di Renata Maria Anna CAVALI ERE ved. VESELY 

Claudio DE SIMONE 
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(a) a 7oc-dehidroxylase activity of less than 507- , and 

(b) a bile acid decon jugation activity of less than 507., 
and descendants, mutants and derivatives thereof 




activities (a) and (b); a pharmaceutical 



composition using one or more of such strains and use of 
same for preventing and treating deseases associated 
with or caused by an altered metabolism of the bile 



ac ids. 
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STRAIN S OF BACTERIA. PHA RMAC EUTIC AL COMPOSITION 

CONTAINING ONE OR MORE QF SUCH STRAINS AND US E OF SANE 
FOR PREVENTI NG AND TREATING DESEASES ASSOCIATED WITH O R 
CAUSED BY AN ALTERED METABOLISM QF THE BILE ACIDS 

5 

The present invention relates to strains of bacteria, 
a pharmaceutical composition containing one or more of 
such strains and the use of same -for preventing and 
treating deseases associated with or caused by an 
10 altered metabolism o-f the bile acids- 



Hepatic bile is a pigmented isotonic -fluid with an 
electrolyte composition resembling blood plasma. Major 
components of. bile include water (S2 percent), bile 

15 acids (12 percent), lecithin and other phospholipids (4 
percent), and unesterified cholesterol (0.7 percent). 
Other constituents include conjugated bilirubin, 
proteins, electrolytes, mucus and the final products of 
hepatic transformation of drugs, hormones, etc. The 

20 liver production of bile, in basal conditions, is 
appro:-; i matel y 500-1000 ml /day. 

The primary bile acids, cholic acid (CA) and 
chenodeoxychol ic acid (CDCA), are synthesized from 

25 cholesterol in the liver, conjugated with glycine or 
taurine,- and excreted into the bile. Secondary bile 
acids, including deoxycholic acid (DCA) and lithocholic 
acid (LA) , are formed in the colon as bacterial 
metabolites of the primary bile acids. Other bile acids, 

30 called tertiary bile acids (e.g.: ursodeoxycholic acid - 
UDCA) , are formed in the gut following the enzymatic 
epimerization of -OH groups on sterol rings by the 
intestinal flora. 

35 In normal bile, the ratio of glycine to taurine 
conjugates is about 2:1, while in patients with 
cholestasis, increased concentrations of sulfate and 
glucuronide conjugates of bile acids are often found. 



The intestinal micro-flora trans-forms the bile acids into 
different metabolites- These biotransformations include 
the hydrolysis of the bond between the bile acid and 
taurine or glycine, with formation of unconjugated or 
free bile acids and taurine or glycine- The unconjugated 
bile acids are therefore made available for the 
oxidation of the hydroxylic groups in positions C3, C7 , 
and C12 and for the dehydrox yl at i on in positions 7oc and 
7fl. This latter transformation leads to the formation of 
the secondary bile acids DCA and LA- The primary bile 
acids, deconjugated but not transformed, and the 
secondary biliary acids are reabsorbed from the gut 
lumen and enter the portal bloodstream, then are taken 
up by hepatocytes, conjugated with glycine or taurine 
and resecreted into the bile < en terohepat i c 

circul at i on ) - 

Normally, the bile acid pool circulates approximately 5 
to 10 times daily- Intestinal absorption of the pool is 
about 957* efficient, so fecal loss of bile acids is in 
the range of 0.3 to 0.6 g/day. The fecal loss is 
compensated by an equal daily synthesis. 

For this reason the composition of the pool of biliary 
acids present in the bile is the result of complex 
interactions occurring between the liver and the 
mi crof 1 ora enzymes. 

Decon jugation activity is a characteristic shared by 
many bacteria, aerobes and anaerobes, but is 
particularly common among the obligate axnaerobic 
bacteria, i.e. Bact ero ides , Eu bacteria , Clo stridia , 
Bifi dobacteria , etc. The majority of the bacteria is 
active against both glycine and taurine conjugates; 
however, some of them have a certain degree of 
specificity, depending from the bound amino acid, and 
the number of hydroxides bound to the steroid nucleus. 
The free biliary acids obtained fallowing the action of 



the bacterial hydrolases can undergo the oxidation of 
the hydroxide groups present at the C3, C7 and C12 
positions by the hydraxysteroidodehydragenase. 

The interest in the metabolic disorders of biliary acids 
comes -from the hypothesis that biliary acids and/or 
metabolites thereof are involved in the pathogenesis of 
some hepato-bi 1 iary and gastroenterology diseases: 
biliary dyspepsia, cholelithiasis, acute and chronic 
hepatopati es , inflammatory deseases of the colon, etc- 

Very often in literature the hydr ophob i c i ty of the bile 
acid is correlated with detergency? the secondary bile 
acids are more hydrophobic than the primary bile acids, 
the deoxycholic acid (DCA) being actually more detergent 
than the cholic acid (CA) . Therefore an increased 
concentration of DCA in the bile may involve: 

a) an augmentation of the secretion of cholesterol, with 
increased saturation index ; 

b) a cytotoxic effect on the liver cells. 

For this reason a qualitative modification of the bile 
acids pattern could be a decisive factor, especially in 
treating the above mentioned pathologies- 
No bacteria strains have been found that are capable of 
qual i tati vel y modifying the bile acid pattern- 

Thus, there remains a need for effective bacterial 
strains or compositions that, by reducing the 7o<-- 
dehydroxylase activity and at the same time 

decon jugation , can be used for treating and /or 

preventing deseases associated with metabolic disorders 
of the biliary acids. 

It is an object of the? present invention to use bacteria 
strains characterized in that they exhibit: (a) a 7a- 
dehidroxylase activity of less than SOX, and (b) a bile 



acid deconjugatian activity of less than SOX , and 
descendants, mutants and derivatives thereof preserving 
activities (a) and <b); a pharmaceutical composition 
using one or more of such strains and the use of same 
for preventing and/or treating deseases associated with 
or caused by an altered metabolism of the bile acids. 

The foregoing and other objects, which will became more 
apparent during the following detailed description, have 
been achieved by the inventors' discovery that bacteria 
strains exist which have a reduced or zero 7oc— 
dehydroxyl ase activity and a reduced or zero ability to 
deconjugate bile acids- This is in contrast with the 
previous known art* Accordingly, the present invention 
provides the use of such strains to modify the bile acid 
metabolism in a useful manner to prevent or treat 
deseases caused by or associated with metabolic 
disorders of the biliary acids. 

The present invention also provides a pharmaceutical 
composition for treating and/or preventing metabolic 
disorders of the biliary acids by administering to a 
patient in need thereof one or more strains of bacteria 
which have a 7«-dehydroxyl ase activity of less than 507. 
and a conjugated bile acid decon jugation activity of 
less than 50/1 - 

In the context of the present invention, the metabolic 
disorders of the biliary acids are implicated in the 

pathogenesis of liver deseases and deseases of the 
digestive apparatus comprising blind loop syndrome, 
biliary gallstones, cirrhosis, chronic hepatopat h i es , 
acute hepatopat i es , cystic fibrosis, intrahepatic 
chol estasi s , i ntest i nal i nf 1 ammatory deseases , 

col onpath i es , malabsorption. The present 

pharmaceutical compositions may also be used to prevent 
the onset of biliary gallstones in women during 
pregnancy or subsequent periods and in subjects 



undergoing weight-loss programme or diets., 

The "M-dehydroxylase activity of the bacteria strain 
should be less than 507.- The 7oc~d eh y dr ax yl ase activity 
values are those drawn from Example 1 below. 
Specifically, the 10^ cells of the strain in question 
are incubated at 37° C for 48 hours, in 15 ml of the 
specific culture medium with the addition of 2 mg/ml of 
glycocholic acid (GCA) or 2 mg/ml of taurocholic acid 
(TCA) , and then the amount of 7o<-dehydro;<yl ated product 
is measured. The percentage value for the 7oc~ 
dehydroxylase activity is calculated by the following 
f ormul a: 

mass of 7<x-dehydroxylated product 
7a-dehydraxylase = after 48 hours of incubation X 100 

activity mass of GCA or TCA at the 

start of incubation 

Based on the above, the bacteria strain to be 
administered should in addition have a conjugated bile 
acid decon jugati on activity of less than SOX- The 
ability to decon jugate bile ^cid is determined by using 
the same incubation procedure described for measuring 
the 7oc~dehydroxylase activity fallowed by measuring the 
amount of deconjugated product formed. The decon jugation 
activity is calculated using the following formula: 

mass of deconjugated GCA or TCA 
Decon jugation activity = after 48 hrs of incubation X 100 

mass of GCA or TCA at the 

start of incubation 



The bacteria strains of 

administered enterical ly„ 

strains of the present 
oral 1 y „ 



the present invention may be 
Preferably, the bacteria 
invention are administered 



Although a single bacteria strain may be administered, 
it is also possible to administer a mixture of two or 
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more bacteria according to the present invention. 

Although the exact dosage of bacteria to be administered 
will vary with the condition and size of the patient, 

5 the exact disease being treated, and the identity of the 
strains being administered, good results have been 
achieved by administering 10 3 to 10 155 cells of the 
preparation/g, preferably 10* 3 to 10 1=5 cells of the 
bacteria strain/g. To achieve the good effects of the 

10 present invention, it is preferred that the strain be 
administered in an amount and a concentration sufficient 
to result in the intestines of the patient being 
populated with an important amount thereof-. Thus, it is 
preferred that the strain be administered in a 

15 composition which contains 10 3 to 10 13 cells of the 
strain/g, preferably 10 s to 10 X3: cells of the strain/g 
and that the composition be administered in such a 
regimen so that the patient receives 100 mg to 100 g of 
the strain/day, preferably 1 g to 20 g of the 

20 strain /day, for a period of 1 to 365 days, preferably 3 
to 60 days in case of therapy, or according to 
periodical cycles in case of prophylaxis- The bacteria 
strain may be administered in any form suitable for 
enteral administration, such as capsules, tablets, or 

25 liquids for oral administration or liquids for enteral 
i n ject i on - 

Typically, the administration of the bacteria strain 
according to the present invention can be prescribed 

30 after the diagnosis of metabolic disorders of the 
biliary acids- However, in the case of the prophylaxis 
of biliary gallstones, the strain may be? administered 
when the subject is determined to belong to an at-risk 
population, such as becoming pregnant or beginning a 

35 weight-loss program or diet- In addition, the present 
strain of bacteria may be administered after a patient 
has had their gallbladder removed- 
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In a preferred embodiment, the coadministration of 
lactulose is provided when the disease being treated is 
cirrhosis. Suitably, the lactulose is administered in an 
amount of 100 mg to 100 g/day, preferably 1 g to 20 
5 g/day. 

In another preferred embodiment, the coadministration of 
bile acid-based preparations, such as ursodeoxycholic 
acid or tauroursodeoxychol i c acid, is provided- 
10 Suitably, the ursodeoxycholic or taur our sodeox ychol i c 
acid is administered in an amount of 10 to 3,000 mg/day, 
preferably 50 to 800 mg/day. 

The present invention finally provides novel 

15 pharmaceutical compositions for treating ^nd/ar 
preventing the metabolic disorders of the biliary acids 
which comprise (a) one or more strains of bacteria 
having a 7oc~dehydroxy 1 ase activity of less than 50%, and 
a bile acid decon jugation activity of less than 50%, and 
20 (b) a pharmaceutical I y acceptable c&rri&r* Preferably, 
the present pharmaceutical compositions contain the 
strain of bacteria in a concentration of 10 3 to 10*^ 
cells/g, preferably 10* 3 to 10 13 cells/g. The 
pharmaceuti cal 1 y acceptable carrier may be any which is 
25 suitable for enteral administration and is compatible 
with the- strain of bacteria, such as dextrose, calcium 
carbonate together with different additional substance's 
such as starch, gelatin, vitamins, antioxidants, stains 
or taste-i mprovi ng substances. 

30 

As an optional component, the compositions of the 
invention may possibly contain a drug compatible with 
the bacteria employed and capable of potentiating the 
activity of the active ingredients present. 

35 Anticholinergic drugs, antihistamines, adrenergic and 
ant i -i nf I ammatory drugs , sedatives , antipyretics , 

antirheumatic agents, analgesic drugs, diuretics, 
antiseptic agents, antilipemic and hepatoprotect i ve 
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drugs, etc may be herein mentioned. 

When treating cirrhosis, it is preferred that the 
pharmaceutical composition further comprise lactulose. 
Suitably, the composition will contain 100 mg to 100 
g/day, preferably 1 g to 20 g/day of lactulose. When 
treating biliary cirrhosis and chronic hepatitis, it is 
preferred that the pharmaceutical composition comprise 
bile acid-based preparations, such as ursodeoxycholic 
acid or taur our sodeo;; ychol i c acid. Suitably, the 
composition will contain 10 to 3,000 mg/day of such bile 
acid preparations, preferably 50 to 800 mg/day of 
ursodeox ychol ic acid or taur our sodeox ychol ic acid. 

Other features of the invention will become apparent in 
the course of the following descriptions of exemplary 
embodiments which are given for illustration of the 
invention and are not intended to be limiting thereof. 

EXAMPLES 

Example 1 

Strains of the fallowing species have been tested: 
Strept ococcus thermophi lus , S treptococcus f aeci urn , 
Lactobaci 1 1 us acidophi 1 us , Lactobaci 1 1 us bul qaricus , 

Lactobaci 1 1 us casei , Lactobaci 1 lus plantarum , 

Bi f i dobac t er i urn i nfantis . Each strain (10*^ CFU) was 
cultivated in duplicate in specific nutrient broths (15 
ml ) * 

List of the employed culture media depending on the different species 
Bifidobacterium infantis : MRS + 0.57. glucose (added after sterilization 

by diluting a 20X sterile solution) 

Streptococcus thermophi lus : M17 
All the remaining strains MRS 
Composition of the MRS broth ; 

g/liter universal peptone 10.0 g 

meat extract 5.0 g 



# 





yeast extract 


5.0 


9 




D(+) -glucose 


20.0 


g 




potassium hydrogen phosphate 


2.0 


g 




Tween 80 


1.0 


g 


5 


dibasic ammonium citrate 


2.0 


g 




sodiuai acetate 


5.0 


g 




magnesium sulfate 


0.1 


g 




manganous sulfate 


0.05 


g 




Preparation: dissolve 50 g/1 in distilled water, sterilized at 121°C for 




*i t~\ 


15 minutes - pH 6.5 + - 0.1 at 25°C 
Composition M17 broth (Merck): 








g/1 iter soybean flour peptone 


5.0 


g 




meat peptone 


2.5 


g 




casein peptone 


2.5 


g 


15 


yeast extract 


2.5 


g 




meat extract 


5.0 


g 




D(+) -lactose 


5.0 


g 




ascorbic acid 


0.5 


g - 




sodiura-fl-gl ycerophosphate 


19.0 


g 


20 


magnesium phosphate 


0.25 


g 



Preparation: dissolve 42.5 g /l in distilled water, sterilized at 121°C for 

15 minutes - pH 7.2 + - 0.1 at 25° 

Bi f i dobacterium i nf ant is was cultivated under anaerobic 
25 conditions since it is known that it is an anaerobic 
bacterium.. After a 24 hours of incubation at 37° C to 
each tube was added an amount of bile salt equivalent to 
30 mg in order to obtain a final concentration of 2 
mg/ml. The bile acids employed are: glycocholic acid 
30 <GCA> and taurocholic acid (TCA) , obtained from Sigma 
Chemicals. Each bile acid was added separately to each 
series of bacterial cultures. 

After 48 hours of incubation, i sopr opanol , 3 ml, was 
35 added for 2 minutes- Then it was centrifuged at 400 rpm 
for 15 minutes and the supernatant was collected (5 ml). 
The supernatant was kept refrigerated at -30°C until it 
was analyzed. The percentage of conjugated bile salt 




10 



present was determined by HPLC (high performance liquid 
chromatography) utilizing a Gilson apparatus equipped 
with a detector Diode array mod 1000 and a Spherisorb 5 
jjm ODS 2 C18 reverse phase column, a mobile phase 

5 composed by methanol /buff ered phosphate (20 mMol ) , pH 
2-5 in water /acetoni tri 1 e/water ( 150s 60: 20: 20 by 
volume), a fluid speed o-f 0 „ 85 ml/min, at a wavelength 
of 205 nm; 100 pi of the sample to be tested, dried 
under nitrogen, were extracted with 100 pi of the 

10 mobile phase containing as an internal standard 7oc-OH- 
1 2«™DH-d i hydra;.; y™58-chal an i c acid (Calbiochem U.S-A.) at 
a concentration of 2 mg/ml . 



The recovery percentage of the bile acid incubated with 
15 the bacterial cultures was calculated by the ratio of 
the area of the bile acid to be detected (GCA or TCA) to 
the area of the internal standard- When the quantity of 
the conjugated bile acid found in the bacterial cultures 
after 48 hours of incubation was less than SOX, thin 
20 layer chromatography (TL.C) was performed on silica 60 
gel plates to detect the presence of CA and DCA, using a 
mobile phase of eye 1 oexane/ i sopropanol /acet i c acid 
(30:10:1 by volume). On every plate, 20 pi of the 
alcoholic extract of the sample, 20 pi of a solution of 
25 CA and DCA, and 20 pi of CA , 20 pi of DCA, were spotted. 
The plates after development at room temperature, were 
treated with sulfuric acid and warmed at 145°C until the 
appearance of the colored spots. 

30 The results of the decon jugati on experiments (Table I) 
show that 5 out of the 17 strains tested with GCA were 
able to completely decon jugate the bile acid added to 
the culture, as previously reported in literature and 
widely known to all researchers- Surprisingly, ten 

35 strains were able to decon jugate GCA but not completely, 
ranging from 9 to 90 percent (Table I). There was no 
difference among aerobic and anaerobic bacteria- Two 
strains, Streptococcus t her mophilus VS 52 and 



- 1 1 - 

Bi f idobacterium in-fantis JBi_ ^6 do not have any 

decanjugating activity for GCA. The? strain YS 52 in 
addition does not attack the bile acid - taurine bond. 

Only one out of the 17 strains tested was able to 
totally decon jugate the TCAs the BMi^A^ 
infantis Bi 6 , 

The results of the dehydroxylation experiments (Table 
II) show that only one (Bi 4) out of the 17 strains is 
able to completely dehydrox yl ate GCA- Six strains did 
not dehyxroxylate at all: YS 52; SF 2; SF 4; LA 3; LA 
10$ Bi 6. The other strains were able to dehydroxyl ate 
GCA but not completely, ranging from 97. to 907,- As to 
TCA, eight strains do not dehydroxyl ate it at alls YS 
52; SF 3; LA 3; LA 10; LB 1; LB 7; LB 77; LS 1. One 
strain Bi 6 dehydrox yl ated TCA completely; the other 
strains dehydrox yl ated TCA according to varying 
percentages 
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Table I 

Percentage of decon jugation a-f GCA and TCA by bacterial 
cultures after 48 hours o-f i ncubat i csn 



DAPTCD T 1 IM 


ACCESSION NO. 


GCA7. 


TCA7, 


streptococcus tnerfnopnilus Y5 46 


1-1668 


9 


9 


streptococcus tnermopnilus YS 48 


1-166? 


17 


11 


streptococcus thermophilus YS 52 


1-1670 


0 


0 


Streptococcus faecium SF 2 


100 


3 




Streptococcus faecium SF 3 1-1671 


27 


0 




Streptococcus faecium SF 4 


100 


12 




Lactobacillus acidophilus LA 3 




100 


80 


Lactobacillus acidophilus LA 10 




100 


95 


Lactobacillus bulaaricus LB 1 


1-1664 


9 


0 


Lactobacillus bulaaricus LB 3 


1-1665 


20 


12 


Lactobacillus bulaaricus LB 7 


1-1666 


14 


0 


Lactobacillus bulaaricus LB 77 


1-1667 


20 


0 


Lactobacillus casei LS 1 ATCC 251B0 


21 


0 




Bifidobacterium infantis Bi 2 




80 


15 


Bifidobacterium infantis Bi 3 




90 


10 


Bifidobacterium infantis Bi 4 




100 


26 


Bifidobacterium infantis Bi 6 




0 


100 



* 
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Table I I 

Percentage of dehydroxylation of GCA and TCA by 
bacterial cultures after 48 hours of incubation. 



BACTERIUM 
Streptococcus thermophi lus YS 46 
Streptococcus therniophilus YS 48 
Streptococcus thermophi lus YS 52 
Streptococcus faeciuro SF 2 
Streptococcus faeciura SF 3 1-1671 
Streptococcus faecium SF 4 
. Lactobacillus acidophilus LA 3 
Lactobacillus acidophilus LA 10 
Lactobacillus bulqaricus LB 1 
Lactobacillus bulqaricus LB 3 
Lactobacillus bulqaricus LB 7 
Lactobacillus bulqaricus LB 77 
Lactobacillus casei LS 1 ATCC 25180 
Bifidobacterium infantis Bi 2 
Bif idobacterium infantis Bi 3 
Bifidobacterium infantis Bi 4 
Bifidobacterium infantis Bi 6 



ACCESSION NO. 


6CA7. 


TCA7. 


1-1668 


9 


9 


1-1669 


17 


11 


1-1670 


0 


0 


0 


3 




27 


0 




0 


12 






0 


0 




0 


0 


1-1664 


9 


0 


1-1665 


20 


12 


1-1666 


14 


0 


1-1667 


20 


0 


21 


0 






80 


15 




90 


10 




100 


26 




0 


100 



These strains have been deposited with the CNCIi - 
Collection Nat i anal e de Cultures de Mi croorgani smes - 
Institut Pasteur, under the following accession numbers: 
Streptococcus thermophi Ins YS 46s 1-1668 
Streptococcus thermophi 1 us YS 48s 1-1669 
Streptococcus thermophi lus YS 52s 1-1670 
Streptococcus f aeci urn SF 3 s 1-1671 
Lactobaci 1 1 us bulqaricus LB Is I — 1 664 
Lactobaci 1 1 us bul gar i cu s LB 3 s 1-1665 
Lactobaci 1 1 us bul gar i cu s LE-t 7s 1-1666 
Lactobaci 1 lus bulqaricus LE-t 77s 1-1667 



The foil owi ng 
ATCC USA - 



strain has been already deposited with the 
American Type Culture Collection USA under 
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the above reproduced accession number: 
Lactobac illus casei LSls ATCC 25180 

The following strains are on the contrary kept at the 
Centra Ricerche Sitia-Yoma S.p.A., distinguished by the 
bel ow-reproduced identifiers: 

S trep tocaccus -fa e c i u m SF 2 s SF 2 

S treptococc us f ae ci urn SF 4s SF 4 

Lac t ab aci 1 1 us aci dophi 1 us LA 3s LA 3 

Lac t abaci 1 1 us aci dophi 1 us LA 10: LA 10 

Bi f i dobacter i urn infanti s Bi 2 s Bi 2 

Bi f i dobacter i urn infantis Bi 3 s Bi 3 

Bi f i dobacter i um in-fantis Bi 4 s Bi 4 

Bi f i dobacter i urn in-fantis Bi 6: Bi 6 



These results demonstrate that the majority of the 
strains tested by us have a low capability to 
decon jugate the bile acids and that there are strains 
that do not decon jugate at all. This observation is 
surprising in that it has not been known that the 
bacteria forming the intestinal flora deconjugated the 
biliary salts- Furthermore, it is evident that the 

enzymes of the strains are selective for the specific 
bile acid bound on the side chain. In this study, the 
clearest example is offered by the Bi f i dob acte r i um 

infantis Bi 6« This strain is able not to deconjugate 

the gl yci ne-con jugated bile acid but is able to totally 
deconjugate the tauri ne-con jugated bile acid- Some 
other strains (LS 1 , LB 1 , LB 7, LB 77, SF 3) are unable 
to deconjugate TCA but are able to deconjugate GCA to a 
certain extent. 



To conclude, strains have been discovered that have a 
weak or zero capability to deconjugate and 

dehydroxyl ate. 

Example 2 

Three healthy volunteers were tested for their content 
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5 



10 



of bile acids -following treatment with a 1 actobaci 1 1 i 
preparation containing lxlO** cells of St reptococc us 
t h er m o pj2lljas_VS_5 2 per gram -for a daily total of 6 g for 
28 days. Before beginning the treatment and after 12 
hours starvation, the subjects were intubated and the 
gallbladder bile, following stimulation with ceruletide, 
was collected and frozen at --80° C. The gallbladder- 
contraction was assessed by echography and the position 
of the tube, in the second portion of the duodenum was 
checked by Rx (fluoroscopy). 



15 



20 



30 



After a 4 week treatment, the subjects underwent a 

second intubation and collection of bile- The bile 

samples were then tested for their content of some bile 

acids as previously described. The results are shown in 
Tabl e III- 









Tabl e 


III 






Bile Acid 


Patient 


ft 1 


Patient 


ft 2 


Patient 


# 3 




before 


after 


before 


after 


before 


after 


Gi ychenodeoxychol ic 


32 


15 


22 


15 


28 


12 


Glycodeoxycholic 


6 


5 


9 


2 


4 


3 


Glycoursodeoxycholic 


1 


5 


1 


7 


1 


4 


Taurocholic 


9 


26 


15 


25 


12 


21 


Taurodeoxycholic 


1 


3 


5 


8 


3 


9 


NOTE s -(the 


bile 




acids are 


1 i sted 


f ol 1 owi ng the 


hydr oph i 1 i c 


a^p^a i ty 


order, that 


is in i 


n verse rel at i on 



to deter gency) 
Taurocholic 
Taurodeoxycholic 
Glycoursodeoxychol ic 
Glycodeoxycholic 
61 ychenodeoxychol i c 



35 This experiment is a 



shown 



l n 



confirmation of what 
Example No. 1, that is a lower deconjugation in one of 
the primary bile acids if bacteria being the object of 
the present invention are administered. The achieved 
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result is a longer maintenance o-f the primary bile acids 
in the? enterohepat i c circulation. 

The properties of the bile acids are reported in the 
note to Table III. Thus, according to these results 

the administration of selected strains of bacteria can 
reduce the detergency property and therefore the 
cytolytic activity of bile acids. 

Example 3 

Fourteen patients with chronic hepatitis were treated 
with a bacterial preparation containing S tre p t oc oc c us 
ther mc^hilus Y S 46 , YS 48 (two strains) , Lact ob acillus 
bulgaric us LBl , LB7, LB 77 (three strains) and 
Lactobacillus casei LS 1 . Each strain had been brought 
to a concentration of 150k 10^ cells per gram before 
being mixed with the others. A mixture of the above 
mentioned bacteria strains equal to 6 grams per day was 
administered for 28 days. Liver enzymes were measured 
before and after the treatment, and the results are 
shown in Table IV. 
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Table IV 

Influence of the Treatment with the Bacterial Mixture on 
Liver Enzymes Aspartate Transaminase (AST; SGOT) and 
alanine transaminase (ALT; SGPT) 




Pat i ent 



AST <SGOT> 



ALT (SGPT) 



10 



20 





net or e 


a t ter 


bef ore 


af t 


& 1 

Tl A. 




cr a 


1 02 


46 


tt y~. 


o o 
oV 


6 / 


96 


42 




•I — 7 n 

1 74 


86 


97 


39 


tt *t 


121 


9 1 


1 U2 


66 


:fcfc ^ 
rr v.J 


116 


81 


111 


55 


tt 6 


156 


87 


94 


76 


tt 7 


163 


66 


69 


37 


tt a 


78 


64 


122 


57 


# 9 


109 


39 


87 


86 


# 10 


166 


70 


1 02 


48 


# 11 


56 


24 


1 18 


62 


tt 12 


131 


83 


96 


•yep 


tt 13 


137 


86 


94 


74 


tt 14 


84 


87 


144 


114 


Mean 


1 19 


71 


102 


63 


Standard devi at i on 


36 


19 


17 


.C J. 


Sign if icance Student 










t test for paired data 


p< 0 


, 001 


p<0,001 





Obviously, numerous modifications and variations of the 
present invention are possible in light of the above 
30 teachings. It is therefore to be understood that, within 
the scope of the appended claims, the invention may be 
practiced otherwise than as specifically described 
her ei n - 
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CLAIMS 

1- A strain o-f bacteria characterized by exhibiting: 

(a) a 7^-dehidroxylase activity of less than 50%, and 

(b) a bile acid decon jugati on activity o-f less than SOX, 
and descendants, mutants and derivatives thereof 
preserving activities (a) and (b). 

2. The bacteria strain o-f claim 1, selected from the 
group consisting o-f Streptococcus thermophi lus , 
Strejgtgco ecus faecium , Lactobac i 1 1 us bulqaricus a m d 
La ctobacillus casei « 

3* The? strain o-f claim 2, wherein the bacteria strain is 
Strept ococcus thermoph i lus YS 52 deposited with the CNCM 

- Collection Nationale de Cultures de Mi croorgani smes - 
Institut Pasteur, under the accession number 1-1670, 

4. The strain of claim 2, wherein the bacteria strain is 

Stre ptoco cc us thermophi lus YS 46 deposited with the 

CNCM - Collection Nationale de Cultures de 

Mi croorgani smes - Institut Pasteur, under the accession 
number 1-1668. 

5. The strain of claim 2, wherein the bacteria strain is 
Streptococcus thermophi lus YS 48 deposited with the CNCM 

- Collection Nationale de Cultures de Mi cr oor gan i smes - 
Institut Pasteur, under the accession number 1-1669. 

6. The strain of claim 2, wherein the bacteria strain is 
Streptoc occus faecium SF 5 deposited with the CNCM - 
Collection Nationale de Cultures de Mi croorgani smes - 
Institut Pasteur, under the accession number 1-1671 « 

7- The strain of claim 2, wherein the bacteria strain is 
Lacto bacillus bulqar i cus LB 1 deposited with the CNCM - 
Collection Nationale de Cultures de Mi cr oor gan i smes - 
Institut Pasteur, under the accession number I~1664o 
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8. The? strain of claim 2, wherein the bacteria strain is 
Lactob acill us bulq aricus LB 3 deposited with the CNCM - 
Collection National e de Cultures de Mi croorgani smes - 
Institut Pasteur, under the accession number 1-1665. 

9. The strain of claim 2, wherein the bacteria strain is 
L=^LELtotaac^i 1^ deposited with the CNCM - 
Collection National e de Cultures de Mi croorgani smes - 
Institut Pasteur, under the accession number 1-1666. 

10 

10. The strain of claim 2, wherein the bacteria strain 
is Lactobacill us bulq ar icus L B 77 deposited with the 
CNCM - Collection Nationale de Cultures de 
Mi croorgani smes - Institut Pasteur, under the accession 

15 number 1-1667. 

11- The strain of claim 2, wherein the bacteria strain 
is Lac t aba c i 1 1 us casei LS 1 deposited with the ATCC USA 
- American Type Culture Collection USA, under the 

20 accession number ATCC 25 ISO. 

12- A pharmaceutical composition to be administered 
enterically, for preventing and /or treating deseases 
correlated with or caused by an altered metabolism of 

25 the bile acids, characterised in that it comprises an 
effective amount capable of producing a normalising 
effect on such an altered metabolism in a patient 
suffering therefrom, of 

(1) at least one strain of bacteria provided with: 
30 (a) a 7a-dehidroxylase activity of less than 507., and 

<b> a bile acid decon jugat i on activity of less than 507., 
and descendants, mutants and derivatives thereof 
preserving activities (a) and <b> 

(2) a pharmaceuti cal 1 y acceptable carrier. 

35 

13. The composition of claim 12, wherein said at least 
one bacteria strain is selected from the group 

consisting of Strep t qcqccu s ther m o p h i 1 u s , Streptococcus 




f aec i urn , Lactobaci 1 1 us bulqari cus and Lactobaci 1 1 us 

Cc\SE 1 a 

14- The composition of claim 13, wherein the bacteria 

strain is Str eptococcus thermophilus YS 5 2 deposited 

with the CNCM - Collection Nationale de Cultures de 

Microorganismes - Institut Pasteur, under the accession 
number- 1-1670- 



15- The composition of claim 13, wherein the bacteria 
strain is Streptococcus t he rm ophil us YS 46 deposited 
with the CNCM - Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes - Institut Pasteur, under the accession 
number 1-1668. 



16- The composition of claim 13, wherein the bacteria 
strain is St reotococcus thermo p hilus YS 48 deposited 

with the CNCM - Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes - Institut Pasteur, under the accession 
number 1-1669. 

17* The composition of claim 13, wherein the bacteria 
strain is Streptococcus faecium SF 3 deposited with the 
CNCM - Collection Nationale de Cultures de 

Microorganismes - Institut Pasteur, under the accession 
number 1-1671 . 



18- The composition of claim 13, wherein the bacteria 

strain is Lactobac ill us bulqaric us L B 1 deposited with 

the CNCM - Collection Nationale de Cultures de 

Microorganismes - Institut Pasteur, under the accession 
number I— 1664- 



19- The composition of claim 13, wherein the bacteria 
strain is L actobacillus bulqaricus LB 3 deposited with 
the CNCM - Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes - Institut Pasteur, under the accession 
number 1—1665. 





20. The composition of claim 13, wherein the bacteria 
strain is Lactob ac i 1 3. us b u 1 g ar i c us LJB 7 deposited with 
the CNCM - Collection National© de Cultures de 
Microarganismes - Inst i tut Pasteur, under the accession 
5 number 1-1666. 

21- The composition of claim 13, wherein the bacteria 
strain is Lactoba cillus bulaa ric us LB 77 deposited with 
the CNCM - Collection National e de Cultures de 
10 Microorganismes - Institut Pasteur, under the accession 
number 1-1667. 



22. The composition o-f claim 13, wherein the bacteria 
strain is La ctobacillus ca sei LS 1 deposited with the 

15 ATCC USA - American Type Culture Collection USA, under 
the accession number ATCC 25180. 

23. The composition of any of claims 12-22, comprising 

10 3 to 10 13 cells of the bacteria strain per gram of 
20 composi t i on . 

24. The composition of any of claims 12-23, further- 
comprising lactulose. 

25 25u The composition of any of claims 12-23, further 
comprising bile acid-based preparations, such as 
ursodeoxycholic acid and tauroursodeoxychol i c acid. 

26. Use of at least one strain of bacteria characterized 

30 by exhibiting: 

(a) a 7ot-dehidroj<ylase activity of less than 507., and 
Cb) a bile acid decon jugation activity of less than 50°/., 
and descendants, mutants and derivatives thereof 
preserving activities <a) and <b) , to prepare a 

35 pharmaceutical composition for preventing and treating 
deseases caused by or associated with an altered 
metabolism of the bile acids* 



27. The use of claim 26, wherein the bacteria strain is 
selected from the group consisting of Strepto co c cus 
therm op hi lus. Streptococcus faecium, Lactobacillus 
bulqaricus amd Lac t abaci 1 lus ca sei . 

28- The use of claim 27, wherein the bacteria strain is 
Streptococcus t hermophilus YS 52 deposited with the CNCM 

- Collection National© de Cultures de Microorganismes - 
Inst i tut Pasteur, under the accession number 1-1670., 

29- The use o-f claim 27, wherein the? bacteria strain is 
Strep t o c o c c u s t h ermophilus YS 46 deposited with the CNCM 

- Collection National e de Cultures de Mi croorgani smes - 
Institut Pasteur, under the accession number 1-1668. 

30. The use of claim 27, wherein the bacteria strain is 
Streptococcus ther mophilus YS 48 deposited with the CNCM 

- Collection Nationale de Cultures de lii croorgani smes - 
Institut Pasteur, under the accession number 1-1669. 

31- The use o-f claim 27, wherein the bacteri a s t r a i n i s 

Streptoco ccus faeciurn SF 3 deposited with the CNCM - 

Collection Nationale de Cultures de Mi croorgani smes - 
Institut Pasteur, under the accession number 1-1671. 

32. The- use of claim 27, wherein the bacteria strain is 
Lactobac i 1 1 us bul gar i cus LB 1 deposited with the CNCM 
Collection Nationale de Cultures de Mi cr oor gan i smes - 
Institut Pasteur, under the accession number 1-1664. 

33. The use o-f claim 27, wherein the bacteria strain is 
Lactobacillus bulq aricus LB 3 deposited with the CNCM - 
Collection Nationale de Cultures de Mi cr oor gan i smes 
Institut Pasteur, under the accession number 1-1665. 

34. The use of claim 27, wherein the bacteria strain is 
Lac tobacillus bulqaricu s LB 7 deposited with the CNCM - 
Collection Nationale de Cultures de Mi croorgani smes - 



# 



Institut Pasteur, under the accession number I-1666. 

35- The use of claim 27, wherein the bacteria strain 
Lactobacillus bu lqaricus LB 77 deposited with the CIMCM 
Collection Nat i anal e de Cultures de Mi croorgani smes 
Institut Pasteur, under the accession number 1-1667. 

36. The use of claim 27, wherein the bacteria strain 
Lacj^baci^ casei LS 1 deposited with the ATCC USA 
American Type Culture Collection USA, under ti 
accession number ATCC 25180- 



CNCM 



Collection Nationale 

de Cultures de Microorganismes 

INSTITUT PASTEUR 
25, Rue du Docteur Roux 
75724 PARIS CEDEX 15 

T6I : (33-1) 45 68 82 50 
Fax : (33-1) 45 68 82 36 



Paris, le 29 tevrier 1996 



a SITIA-YOMO S.PA 

Via Quaranta 42 
20139 MILANO 
ITALY 

A rattention de Mme R. CAVALIERE VESELY 



Objet 



DepSt des microorganismes : 

"LB1", "LB3 n r "LB7 , \ "LB77", "YS46", "YS48", "YSS2", "SF3". 

enreglstres a la CNCM sous les numeros : 

I - 1664, I - 1665, I - 1666/1 - 1667, I - 1668, 1 - 1669, I - 1670 et I - 1671 

a la date du 08 FEVRIER 1996. 



Nos ref : cncm - yc - 5010.602 

Copie : Monsieur Tomaso SOZZI, SITIA-YOMO S.P.A.. Centro Ricerche, Strada perMerSno 3, 
20060 ZELO BUON PERSICO (Ml) 

P.J. : Recepisses de depGt, 

Declarations sur la viability 



Madame, 



Afin de confirmer I'acceptation des microorganismes identifies ci-dessus, 
regus en vue d'un depot aux termes du Traite de Budapest, je vous adresse ci-joint 
les recepisses vises a la regie 7. 

Vous trouverez egalement ci-inclus les premieres declarations sur la viabilite 
etablies conformement a ia regie 10. 



Vous souhaitant bonne reception de la presente et restant a votre disposition, 
veuillez agreer, Madame, I'expression de ma consideration distinguee. 



1 f 



Mme Y. CERISIER 

OIRECTEUR ADMINISTRATE DE LA CNCM 



£1/01 '97 14:54 FAX 3S Z *5&012 »>ii'iA lUilG ar.i 

* • 39 2 9058012 
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CNCM 



Collection Nationale 

de Cultures de Microorganismes 

INSTITUT PASTEUR 

25, Rue du Docteur Roux 

75724 PARIS CEDEX 15 

Tel : (33-1) 45 68 82 50 
Fax : (33-1) 45 68 82 36 



Paris, le 21 mai 1996 



SITIA-YOMO S.P.A. 

Centro Ricerche, 
Strada per Merlino 3 

20060 ZELO BUON PERS1CO (Ml) 
ITALIE 

a rattention de Monsieur Tomaso SOZZI 



Obj ACCORDS DE CONFORMITE 

N/r : CNCM - YC - 5094.605 

Cople : Madame Ken a fa C AVAL! ERE VESELY, SITIA-YOMO S.P.A., 

Via Quaranta 42 - 20139 MILANO - 1TALIE 



Les microorganismes designes ci-apres ont ete deposes aupres de la CNCM aux termes du Trarte de 
Budapest au nom de : 

SITIA-YOMO S.P.A. 
VIA QUARANTA 42 
20139 MILANO 
ITALY 

par vos soins en tant que responsable scientifique a la date du 08 FEVRIER 1996 
References d 'identification Numeros d'ordre attribues oar h CNCM 



LB1 


I - 1664^ 


LB3 


1 - 1665' 


LB7 


I - 1666- 


LB77 


I - 1667' 


YS46 


I - 1668' 


YS48 


I - 1669 


YS52 


I - 1670 


SF3 


1 - 1671 





Nous vous prions de bien vouloir nous renvoyer, apres examen, les fomurfes ci-jointes, dument 
remplies et signees. 

Chacun des lots mentionnes, prepares par la CNCM, est destine a repondre pendant 35 ans aux 
requetes en remise d'achantillons coiiformement a la reglementation applicable. 

En cas de non-reponse a une demands de controle de conformtte dans le delai de trois mois apres 
reception des echantillons, les proprietes de la subculture en question sont considerees identiques aux 
proprietes de la subculture ayant fait I'objet du depot initial. 



Mme Y. CERI5IER \ fa l h' T C? 



DIRECTcUR ADMINISTRATE DE LA CNCM 



TRA1TE DE BUDAPEST SUR LA RECONNAISSANCE 
INTERNATIONALE DU DEPOT DES MICRO -ORG AN 1SMES 
AUX FINS DE LA PROCEDURE EN MAT1ERE DE BREVETS 



FORMULE INTERNATIONALE 



[~de 



DESTINATAIRE : 

SITIA-YOMO S.P.A. 
VIA QUARANTA 42 
20139 MILANO 
ITALY 



RECEPISSE EN CAS DE DEPOT INITIAL, 
de"livre* en vertu de la regie 7.1 par 
l'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 
identified au has de cette page 




L 



NOM ET ADRESSE 
DU DEPOSANT 



J 




1. IDENTIclCATION DU MICRO -ORGAN IS HE 



Rfiffirence d 1 identification donn£e par Le 
DEPOSANT : 

YS52 



Numfiro d'ordre attribue* par 
l'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 

1-1670 






II. DESCRIPTION SC1ENTITIQUE ET/OU DESIGNATION TAXONOMIQUE PROPOSEE 




Le mic ro-organisme identifie sous chiffre 1 etaic ac*coopagne 



n 



d'une description scientifique 



d'una designation. taxcnoTuique proposed 



(Cocher ce qui convien:) 




III. RECEPTION ET ACCEPTATION 



La presence autorite de depdt int e rna * iona le accepte Le nicro-o rganisme identifie sous 
chiffre 1, qu'elle a recu le 08 FEVRI ER 1 996 (date du de"p&t initial) 1 



IV. RECEPTION D'UNE REQUITE EN CONVERSION 



La presence autorite de dgpot international* a recu le mic r o - org a n i sine identifie sous 
chiffre lie (date du depot initial) 

et a recu une requite en conversion du depot initial en depot conforme au TraitS de 
Budapest le (date de reception de la requete en conversion) 





AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Horn : 



A d r e s s e : 



CNCM 

Collection Nationale 

de Cultures de Microorganismes 

1NSTITUT PASTEUR 

28, Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CEDEX 15 



Slgnature(s) de la (des) personne(s) 

competence ( s ) pour representer l'autcrite' 

de depot inter nationale ou de l'(des) 

employe (s) autoriseU) : Mme Y. CER1SIER 

Ditectcur AdminisUatif d* la CNCM 




Date 



Paris, le 29 f6vrier 1995 



\ 





En cas d ' app lica t ion de la regie 6.4.d), cette date est la date a laquelle le statu 
d'autorite de depot int e r na t ienale a ete acquis. 



"soft, vr.icue) 



TRAITE DE BUDAPEST SUR LA RECONNAISSANCE 
INTERNATIONALE DU DEPOT DES M1CRO-ORCANISHES 
AUX TINS DE LA PROCEDURE EN MATIERE DE BREVETS 



pDE 



STINATA1RE 



SITIA-YOMO S.P.A. 
VIA QUARANTA 42 
20139 MILANO 
ITALY 



FORMULE INTERNATIONALE 




RECEPISSE EN CAS DE DEPOT INITIAL, 
dSlivre" en. vertu de La regie 7.1 par 
1* AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 
identififie au bas de cette page 




riOM ET ADRESS: 
DU DEPOSANT 



J 




1. 



IDENTIFICATION DU MICRO-ORCANISME 



Re'fe'rence d 1 identif icat ion donnee par le 
DEPOSANT : 

YS46 



Numfiro d'ordre attribue* par 
L'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE : 



I - 1668 



II. DESCRIPTION SCIENTI?IQUE ET/OU DESIGNATION TAXONOKIQUE PROPOSES 



Le micro-organisme identififi sous chiffre 1 atait accompagne 1 : 
d'une description, scier.tif ique 



El 



d'une designation t ajconcmique proposee 



(Cocher ce qui convient) 








III. RECEPTION ET ACCEPTATION 






La presence aucorite de depot 
chiffre I, qu'elle a re;u le 


ir.t e mat ior.ale accepte le micro-or ganisst identified sous 
08 FEVRIER 1996 (date du dep6t initial) 1 




IV. RECEPTION D'UNE REQUETE 

t 


EN CONVERSION 






La presence autorite de depot -Internationale a recu Le mi z r o - o rg ani sme identifie sous 
chiffre I le (date du depot initial) 

et a recu une requete en conversion du dfipct initial en depot confcrne au Traite de 
Budapest le (date de reception de la requete en conversion) 





V. AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Norn 



CNCM 



A d r e s s e 



Collection Nationals 

de Cultures de Microorganismes 

INSTITUT PASTEUR 

28, Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CEDEX 15 



Signature(s) de la (des) personnels) 

compe tente ( s ) pour reprSsenter 1 1 autorite* 

de depot in t e rr.a t ionale ou de 1' (des) 

emplove(s) autorisMs) : Mme Y. CER1SIER 

Ditecteur Administrate de la CNCM 




Date 



Paris, le29fevrier 1996 





1 En cas d ' app 1 ic a t ion de la regie 6.4.d), cette date est la date a lacuelle le statut 
d'autorite de dfipot Internationale a 6te acouis. 



TRA1TE DE BUDAPEST SUR LA. RECONNAISSANCE 
INTERNATIONALE DU DEPOT DES HICRO-ORGANISKES 
AUX FINS DE LA PROCEDURE EN MAT1ERE DE BREVETS 



EORMULE INTERNATIONALE 



|~DE 



DESTINATAIRE : 

SITIA-YOMOS.P.A. 
VIA QUARANTA 42 
20139 MlU\NO 
ITALY 



~i 



RECEPISSE EN CAS DE DEPOT INITIAL, 
dfilivre" en vertu de la regie 7.1 par 
1' AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 
identifies au baa de cette page 




L 



NOH ET ADRESSE 
DU DEPOSANT 



j 




1. 



IDENTIFICATION DU MICRO- ORGANISMS 



Reference d ' ident i f ica tion donnie par le 
DEPOSANT : 

YS48 



Numero d'ordre attribue" par 

1* AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 




I - 1669 




II. DESCRIPTION SC1ENTIEIQUE ET/OU DESIGNATION TAXONOMIQUE PROPOSES 




Le micro-organisine identifie" sous chiffre I 4tait accoapagnS : 



m 



d'unt description scientifique 



d'une designation taxonomique proposfie 




(Cocher ce qui convient) 




III. RECEPTION ET ACCEPTATION 



La presence autorite de depot inter rationale accepte le micro-organism e identifie" sous" 



chiffre I, qu'elle a recu le 08 FEVRI ER 1 996 



(date du depot initial) 



IV. RECEPTION D'UNE REQUETE EN CONVERSION 




La presence autorite de depot 
chiffre I le 

et a re;u une requete en conve 
Budapes t le 



int e ma t iona le a recu le micro- or ganisme identififi sous 

(date du depot initial) 
rsion du depot initial en depot conforme au Traite de 

(date de reception ce la requete en conversicr.) 



II 



AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Nom 



CNCM 



Adresse 



Collection Nationaie 

de Cultures de Microorganismes 



INSTITUT PASTEUR 

28, Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CEDEX 15 



Signature(s) de la Ides) personnels) 

compe tente ( s ) pour representer l'autoritfi' 

de d6pot int e rna c iona le ou de l'(des) 

employe ( s) autorise(s) : Mme Y. CERiSlcR 

Oifecleut Administrate de la CNCM 

Date : Paris, le 29 fevrier 199o 




1 En car d * appl ic a t ion ce la regie 6.C,d), cette dace est la dace a laquelle le statut 
d'autoricfi de dSpot inter nation ale a ete acquis. 



7 o r m u 1 » PP/i (oace ur.iaue) 



TRAITE DE BUDAPEST SUR LA RECONNAISSANCE 
INTERNATIONALE DU DEPOT DES MICRO-ORCANISMES 
AUX TINS DE LA PROCEDURE EN MAT IE RE DE BREVETS 



FORMULE INTERNATIONALE 



[~DE 



STINATAIRE : 



SITIA-YOMO S.P.A. 
VIA QUARANTA 42 
20139 MILANO 
ITALY * 



RECEPISSE EN CAS DE DEPOT INITIAL, 
delivre en vertu de la regie 7.1 par 
1'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 
identifi&e au bas de cetce page 




NOM ET ADRESSE 
DU DEPOSANT 



j 




I. 



IDENTIFICATION DU MICRO-ORCANISME 



R£f6rence d ' Ldenc if icat ion donn€e par le 
DEPOSANT : 

LB1 



Nurafiro d'ordre attribue" par 
1'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 




I - 1664 




II. DESCRIPTION SCIENT1FIQUE ET/OU DESIGNATION TAXONOHIQUE PROPOSES 




Le micro-organisms idencifie* sous chiffre I -Stait accompagnfi 



El 



m 



d'une description scientifique 



d'une designation taxonomique proposee 




(Cocher ce qui eonvient) 




111. RECEPTION ET ACCEPTATION 



La presence autorite de depot Internationale accepte le micro-organ isase identifie sous 



chiffre I, qu'elle a recu le 08 FEVRIER 1 996 



(date du depot initial) 




IV. RECEPTION D'UNE REQUETE EN CONVERSION 




La presence autorite" de d£p6t Internationale a recu le mic ro - or g a r.istne idenrifie" sous 
chiffre 1 le (date du dfipot initial) 

et a recu une requete en conversion du depot initial en depot conforms au Traitfi de 
Budapest le (date de reception de la requete en conversion) 




V. AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Nom : 



Ad r esse 



L 



CNCM 

Collection National* 

de Cultures de Microorganismes 



INSTITUT PASTEUR 

28, Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CHDEX 15 



Signature(s) de la (des) personne(s) 

compe te nt e ( s ) pour representer l'autoritfi 

de dfipot Internationale ou de l'(des) 

emplcye(s) autorise(s) : Mme Y. CER1SIER 

Direcleur Administrate de la CNCM 




Date 



, — : \L ' (L • <~i-^- fir 



Paris, le 29 fevrier 1996 





1 En cas d * application de la regie 6.4.d), cette date est la date a laquelle le statut 
d'autorite de depot interna t ionale a ete acauis. 



Formule E?/£ (page unique) 



TRAITE DE BUDAPEST SUR LA RECONNAISS ANu- 
INTERNATIONALE DU DEPOT DES M1CRO-ORGANISMES 
AUX ?1NS DE LA PROCEDURE EN MATIERE DE BREVETS 



FORMULS INTERNATIONALE 



pDESTINATAlRE : 



SIT1A-YOMO S.P.A. 
VIA QUARANTA 42 
20139 MILANO 
ITALY 



RECEPISSE EN CAS DE DE°0T INITIAL , 
dfilivre en 7ertu de la regie 7.1 par 
l'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 
identified au baa de cette page 




L 



NOM ET ADRESSE 
DU DEPOSANT 



j 



I. IDENTIFICATION DU MICRO-ORGANISME 



Reference d 1 identification donnee par le 
DEPOSANT : 

LB3 



Numfiro d'ordre attribufi par 
l'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE : 

I - 1665 



II. DESCRIPTION SCIENTIEIQUE ET/OU DESIGNATION TAXONOMIQUE PROPOSES 



"Le micro-or ganisme identifie sous chiffre 1 ecait acccmpagn£ : 



m 



d ' une . description, scientifique 



d'une designation taxononique proposed 



(Cocher ce qui convient) 







111. RECEPTION ET ACCEPTATION 



La presence autoritS de depot in; e r na t iona le accepte le mic ro-organisme identifie sous 
chiffre I. qu'elle a recu le 03 FEVRIER 1 996 (date du d€pot initial) 1 




IV. RECEPTION D'UNE REQUETE EN CONVERSION 



La presence autorite de depot Internationale a :e;u le n ic r o - or ganisce identifie sous 
chiifre I le (date du dep6t initial) 

et a recu une requete en conversion du d4pot initial en depot confortne au Tra^te" de 
Budapest le (date de reception de la requete en conversion) 



V. AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Nora : 



Ad r e s s e 



CNCM 

Collection Nationale 

de Cultures de Microorganismes 



INSTITUT PASTEUR 

28, Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CEDEX 15 



Signaturets) de la (des) personr.e(s) 

compe tent e ( s ) pour repre*senter l'autorite 

de dSpot inte ma t ionale ou de l'(des) 

employe (s) autorise(s) : Mme Y. CERlSIER 

Direcleur AdmlnhtraW dc la CHCM 

* 

v.. 




Date 



Paris, le 29 fevrier 1996 





_ 



1 En cas d ' a pp lie a c ion de la regie 6 . 4 . d ) , cette date es 
d'aucoritfi de depot: inte mat ionale a ete acquis. 

reriaule BP/t (pag« unique) 



la date a laquelle le statut 



TRAITE DE BUDAPEST SUR LA. RECONNAISSAh - ~ 
INTERNATIONALE DU DEPOT DES MICRO-ORCANISMSS 
AUX FINS DS LA PROCEDURE EN MATURE DE BREVETS 



DESTINATA1RE : 

SIT1A-YOMO S.P.A. 
VIA QUARANTA 42 
20139 MILANO 
ITALY 



~i 



FORMULE INTERNATIONALE 



RECEPISSE EN CAS DE DEPOT INITIAL , 
dfilivrfi en vartu de la regie 7.1 par 
1' AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 
identified au bas de cetce page 





L 



NOM ET ADRESSE 
DU DEPOSANT 




I. 



IDENTIFICATION DU HICRO-ORCANISKE 



Reference d * idencif ica tion donnSe par le 
DEPOSANT : 

LB7 



Numfiro d*ordre attribue" par 
l'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE : 

1-1666 



II. DESCRIPTION SClENTlrlQUE ET/OU DESIGNATION TAXONOH1QUE PROPOSES 



Le micro-organisme identififi sous chiffre I e"tait accorapagnfi 



El 



m 



rt'une description scientifique 



d'une designation taxonomiquc proposfie 







CCocher ce qui convient) 



111. RECEPTION ET ACCEPTATION 




La presence autorite de depot international accepte le m ic ro - c r ga nisme identifie sous 



chiffre 1, qu'elle a recu le 08 FEVRI ER 1 99G 



(date du depot initial) 



1 



EES 




L 



IV. RECEPTION D'UNE REQUETE EN CONVERSION 



La prSsente autorite de dep&t interna t iona le a recu le micro-organisme identifie sous 
chiffre lie (date du depot initial) 

et a recu une requete en conversion du depot initial en depot conforme au Traite de 
Budapest le (date de rficepticn de la requete en conversion) 



V. AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



Norn : 



Ad r e s s e 



CNCM 

Collection Nationals 

de Cultures de Microorganismes 



INSTITUT PASTEUR 

23, Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CEDEX 15 



Signature(s) de la (des) personne(s) 

compe tente ( s ) pour representer l'autorite 

de depot in t erna t ionale ou de l'(des) 

employe (s) autorise(s) : Mme Y. CER1SIER 

Ditecleur Admtnistralil de la CNCM 






Date 



Paris, le 29 fevrier 1996 





1 En cas d ' a p p 1 ic a t ion de la regie 6.4.d), cette date e 
d'autorite de depdt in t e r na t iona le a £ie acquis. 

rorraule BP/4 (page unique) 



t la date a laquelle le statut 



VRAITE DE BUDAPEST SUR LA REC0NNA1SS ANu 
INTERNATIONALE DU DEPOT DES MICRO-ORGANISMES 
AUX FINS DE LA PROCEDURE EN MATIERE DE BREVETS 



[~DE 



DESTINATA1RE : 

SITIA-YOMO S.P.A. 
VIA QUARANTA 42 
20139 MILANO 
ITALY 



?ORMULE INTERNATIONALE 



RECEPISSE EN CAS DE DEPOT INITIAL , 
dfilivrfi en vertu de la regie 7.1 pa; 
I'AUTORITS DE DEPOT INTERNATIONALE 
identified au bas de cette p&S & 





L 



NOM ET ADRESS: 
DU DEPOSANT 



I. 



IDENTIFICATION DU HICRO-ORCAN1SME 



Reference d ' ident i f ic at ion donnee par le 
DEPOSANT : 

LB77 



Numero d'ordre attribufi par 
1'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



I - 1667 



II. DESCRIPTION SClENTlrlQUE ET/OU DESIGNATION TAXONOM1QUE PROPOSES 



Le micro-organisne identif ie sous chif fre *I fitait accompagne : 



d'une description scientif ique 



d'une designation taxonoaique proposed 



(Cocher ce qui convient) 









III. RECEPTION ET ACCEPTATION 



La presence autorite de depot int e ma t ion ale accepce le in ic r o - o r g anisme identifie sous 



chiffre 1, qu'elle a recu le 08 FEVRIER 1995 



(date du dfipdt initial) 




IV. RECEPTION D'UNE REQUETE EN CONVERSION 




La presente autoritfi de depot internationale a recu le micro-organisme identifie sous 
chiffre 1 le (date du depot initial) 

ec a recu uns requete en conversion du depot initial en depot conferee au Traite de 
Budapest le (date de reception de la requete en conversion) 



V. AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE 



N o m : 



CNCM 



Adr e sse 



Collection Nationale 

de Cultures de Microorganismes 

INSTITUT PASTEUR 

26, Rue du Docteur Roux 
F-75724 PARIS CEDE* 15 




Signature(s) de la (des) personnel:) 

competer.te ( s ) pour representer l'auterite" 

de dep6t int e z na t ionale ou de l'(des) 

employe (s) autorise(s) : Mme Y. CERISIER 

Direcleut Administrate de la CNCM 

V 



Dace 




Paris, le 29 fevrier 1996 




1 En cas d * ap p lie a t ior. de la regie 6 . C . d ) , cette date est la date a laquelle le statut 
d'aucoritfi de dfipot international a fite acquis. t ■ j -/ ~~t~~ 

Formule BP/'' (pag c unique) 



